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resumo 
 
 
Este estudo consistiu no estudo dos efeitos toxicológicos de dois fármacos, a 
neostigmina e a piridostigmina, que têm como efeito terapêutico uma inibição 
reversível da actividade da acetilcolinesterase, sendo utilizados no tratamento 
de uma patologia humana, a Miastenia grave. Sendo a função da transmissão 
nervosa relativamente conservada em organismos vertebrados e 
invertebrados, a exposição a estes compostos poderá causar efeitos em 
organismos não alvo, caso atinjam os ecossistemas aquáticos. De forma a 
avaliar este risco potencial, foram estudadas as respostas agudas 
(imobilização e comportamento alimentar) e crónicas (reprodução e 
crescimento) de Daphnia magna exposta a diferentes concentrações destes 
dois compostos. Com este trabalho foi possível obter valores de EC50 - 48 h 
(ensaio de imobilização) de 167,7 µg L
-1
 para a neostigmina e 91,3 µg L
-1
 para 
a piridostigmina. No ensaio de actividade colinesterásica foi determinado um 
IC50 - 48 h < 2,62 e 4,5 µg L
-1
 para a neostigmina e piridostigmina, 
respectivamente. Ao nível do comportamento alimentar, os EC50 - 5 h obtidos 
para as taxas de filtração foram de 7,1 e < 1,45 µg L
-1
, para a neostigmina e 
piridostigmina, respectivamente; para as taxas de ingestão foram 
respectivamente 7,5 e < 1,45 µg L
-1
. Relativamente aos ensaios crónicos de 
avaliação de efeitos ao nível da reprodução obteve-se um LOEC de 41,93 µg 
L
-1
 e de 11,40 µg L
-1
 para a neostigmina e piridostigmina, respectivamente; ao 
nível da taxa intrínseca de crescimento e do tamanho dos neonatos da 
primeira ninhada obteve-se um LOEC de 41,93 µg L
-1
 para a neostigmina. Por 
fim, o crescimento somático revelou ser o parâmetro mais sensível nas 
exposições crónicas, obtendo-se LOECs de 20,97 µg L
-1
 e 2,85 µg L
-1
 para a 
neostigmina e piridostigmina, respectivamente). Estes resultados demonstram 
que estes compostos são extremamente tóxicos em D. magna, a 
concentrações na ordem dos µg L
-1
. A comparação dos resultados obtidos com 
os níveis de concentração ambientais de piridostigmina sugerem um risco ao 
nível do comportamento alimentar de D. magna. No entanto deve-se ter em 
consideração que no ambiente estes compostos podem existir em associação 
com outros anticolinesterásicos podendo, apresentar efeitos tóxicos mais 
pronunciados.  
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abstract 
 
This study assessed the toxicological effects of two drugs, neostigmine and 
pyridostigmine, whose therapeutic effects consist on a reversible inhibition of 
acetylcholinesterase activity, and have thus been used to treat the human  
disease known as Myasthenia gravis. Being the function of the nervous 
transmission relatively conserved in vertebrate and invertebrate organisms, 
exposure to these compounds could exert noxious effects in non-target 
organisms, whenever these drugs are present in aquatic ecosystems. In order 
to assess this potential risk we studied the acute (immobilization and feeding 
behaviour) and chronic (growth and reproduction) responses of Daphnia 
magna exposed to different concentrations of the two compounds. With this 
work, it was possible to obtain 48 h EC50 values (immobilization assay) 167.7 
µg L
-1
 for neostigmine and 91.3 µg L
-1
 for pyridostigmine. Regarding 
cholinesterase activity, we determined an IC50 - 48 h of < 2.62 and 4.5 µg L
-1
 for 
neostigmine and pyridostigmine, respectively. In terms of feeding behavior, it 
was possible to calculate an EC50 - 5 h for filtration rates of 7.1 and < 1.45 µ/L 
for neostigmine and pyridostigmine, respectively; for the ingestion rates, these 
were respectively 7.5 and < 1.45 µg L
-1
. In order to evaluate effects on 
reproduction, chronic tests were performed and the LOEC concerning fecundity 
was 41.93 µg L
-1
 and 11.40 µg L
-1
 for neostigmine and pyridostigmine, 
respectively; the intrinsic rate of increase and the size of the first brood were 
affected at a LOEC level of 41.93 µg L
-1
 for neostigmine. Finally, the somatic 
growth rate was also impacted, and effects were observed at lower 
concentrations, with the LOECs being 20.97 µg L
-1
 and 2.85 µg L
-1
 for 
neostigmine and pyridostigmine, respectively. These results demonstrate that 
these compounds are extremely toxic in D. magna at concentrations in the 
order of µg L
-1
. A comparison of the results obtained with actual concentration 
values of pyridostigmine can pose at risk the feeding behavior of D. magna 
populations. However, it should be considered that in the environment, these 
compounds are potentially associated with other anticholinesterase 
substances, thus potentially exerting more pronounced effects.  
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1. Introdução 
 
 1.1. Fármacos no ambiente 
 1.1.1. Introdução 
 Actualmente e em resultado das actividades humanas, milhares de 
compostos (metais, fármacos, pesticidas, entre outros) são passíveis de serem 
libertados para o ambiente em resultado da sua utilização pelo Homem. Deste 
modo podem causar efeitos nocivos quer às populações humanas que 
directamente ou indirectamente com eles contactam, quer aos organismos que 
vivem nos ecossistemas onde diferentes compostos são libertados (Halling-
Sørensen et al., 1998; Daughton e Ternes, 1999; Weigel, 2003; Escher et al., 2005; 
Barnes et al., 2008; Gunnarsson et al., 2008; Fick et al., 2010; Ginebreda et al., 
2010; Jelic et al., 2011). 
 De entre essa variedade de compostos encontram-se os compostos com 
função terapêutica, genericamente denominados de fármacos. As drogas 
farmacológicas são substâncias usados no diagnóstico, tratamento 
(cura/atenuação de efeitos), alteração, prevenção de doenças, condição de saúde 
e/ou na melhoria da estrutura/função do corpo humano (Daughton e Ternes, 
1999). Para além da sua aplicação na medicina humana, um grande número de 
compostos é também aplicado na medicina veterinária para a prevenção e 
tratamento de doenças infecciosas no gado, por exemplo. Adicionalmente os 
antibióticos são usados na eliminação de organismos prejudiciais, favorecendo o 
crescimento de organismos benéficos na criação de gado (Weigel, 2003).  
O desenvolvimento e aplicação de fármacos mudaram aparentemente as 
sociedades humanas no curso do último século. Com o melhoramento da nutrição, 
condições de trabalho e sanitárias, as substâncias farmacêuticas contribuíram para 
um aumento da esperança média de vida de mais de 20 anos, pelo menos nas 
sociedades ocidentais (Weigel, 2003). Com a excepção dos antibióticos e dos 
antineoplásicos, o objectivo da aplicação da maioria dos fármacos consiste no 
controlo de sintomas. Assim sendo, algumas drogas são consumidas durante muito 
tempo, por vezes durante uma grande parte do tempo de vida do paciente 
(Daughton e Ternes 1999), se este sofrer de uma doença crónica. De facto, estes 
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compostos têm sido usados em quantidades significativas por todo o mundo e o 
seu consumo está a aumentar de forma consistente devido à descoberta de novas 
drogas, ao aumento populacional, à inversão da estrutura etária da população, à 
disponibilidade de genéricos que são menos dispendiosos (Daughton, 2003). 
Estima-se que desde o final do século XIX tenha havido um crescimento de vinte 
vezes no número de fármacos disponibilizados no mercado. Actualmente cerca de 
3000 substâncias diferentes são usadas mundialmente (Daughton e Ternes, 1999; 
Ginebreda et al., 2010). Estima-se que o consumo anual per capita de produtos 
farmacêuticos (princípio activo mais excipiente) seja na ordem dos 15 g, no 
entanto em países industrializados este valor ascende aos 50-150 g (López-Serna 
et al., 2010). Por exemplo, as quantidades de analgésico iboprufeno prescritas na 
Alemanha chegaram a um total de cerca de 150 toneladas em 2000 (Schwabe e 
Paffrath, 2001), não contando com as possíveis vendas deste fármaco sem 
prescrição. Relativamente ao caso português o consumo de substâncias 
farmacêuticas foi em 2009 de cerca de 137 471 454 embalagens, sendo que as três 
substâncias activas mais comercializadas em Portugal o paracetamol (3 642 302 
embalagens), sinvastatina (2 941 467 embalagens) e metformina (2 429 287 
embalagens) (Estatística do Medicamento, Infarmed, 2009). No entanto apenas 
uma pequena percentagem destes compostos (≈150) foram investigados sob o 
ponto de vista da sua presença e consequências ambientais (Ginebreda et al., 
2010).  
 A ocorrência de fármacos no ambiente aquático é hoje em dia um facto 
adquirido (Halling-Sørensen et al., 1998; Daughton e Ternes, 1999; Weigel, 2003; 
Escher et al., 2005; Barnes et al., 2008; Gunnarsson et al., 2008; Fick et al., 2010; 
Ginebreda et al., 2010; Jelic et al., 2011) e tornou-se matéria de preocupação tanto 
a nível científico como social. Toneladas de diferentes classes de fármacos entram 
no ambiente por diferentes vias, depois do seu uso e excreção pelo Homem 
(Ginebreda et al., 2010). 
 
 1.1.2. Fontes e destino 
 A possibilidade dos fármacos poderem entrar no ambiente e afectar o biota 
tem vindo a ser reforçado na literatura há várias décadas (Halling-Sørensen et al., 
1998; Daughton e Ternes, 1999; Weigel, 2003; Escher et al., 2005; Barnes et al., 
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2008; Gunnarsson et al., 2008; Fick et al., 2010; Ginebreda et al., 2010; Jelic et al., 
2011). No entanto os fármacos raramente foram vistos como potenciais poluentes 
ambientais e até aos anos 90 qualquer esforço na procura de compostos 
farmacológicos no ambiente teria um sucesso limitado, visto que as ferramentas 
para a sua detecção e de outras substâncias presentes naturalmente no ambiente 
(na ordem dos ng/L ou das partes por trilião) não eram eficientes. Outro obstáculo 
com que estes estudos se deparavam e ainda se deparam é que grande parte dos 
fármacos e seus metabolitos não se encontram nas bibliotecas de espectro de 
massa vocacionadas para este tipo de estudos (Daughton e Teres 1999). 
Actualmente pouco se sabe acerca dos efeitos que estes químicos e os seus 
metabolitos podem ter no biota quando expostos às baixas concentrações (ng-
µg/L) em que ocorrem no ambiente (Daughton e Teres 1999). 
A introdução de fármacos no ambiente, tal como se pode observar pela 
figura 1, pode ter várias origens. Uma das mais importantes está associada ao uso e 
rejeição domésticos, visto que uma grande parte da produção de fármacos se 
destina ao consumo humano (1a) ou à medicina veterinária (1b). Dentro desta 
área temos o caso dos animais que são abatidos e que por negligência são deixados 
ao ar livre, podendo servir de fonte de alimento para necrófagos e decompositores 
(1c). Após a sua ingestão e metabolização os fármacos e seus derivados são 
excretados maioritariamente pelas fezes e urina, mas também pode acontecer pelo 
suor e vómito. O destino final será consequentemente o sistema de saneamento 
quer seja ou não ligado às estações de tratamento de água municipalizadas. Aí caso 
haja danos nas tubagens estes compostos infiltrar-se-ão no solo e por escorrência 
poderão atingir os aquíferos (3a). Outra das fontes destes compostos no ambiente 
advém da sua libertação directa em cursos de água utilizados pelas populações 
humanas para higiene diária ou em recreio (5). 
Um outro ponto relevante de entrada de fármacos no ambiente consiste na 
sua utilização em centros de saúde, hospitais e farmácias hospitalares, entre outros 
e a sua posterior eliminação pelo sistema de saneamento (2). 
Normalmente os resíduos que vão para o sistema de saneamento são 
encaminhados para as estações de tratamentos de águas residuais (ETARs) onde 
irão sofrer processos físicos (remoção de lamas) e processos biológicos, através da 
degradação microbiana da matéria orgânica. No entanto, há estudos que apontam 
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que muitos fármacos não sofrem degradação com os tratamentos convencionais de 
águas residuais (Halling-Sørensen et al., 1998; Buser et al., 1999; Kummerer, 2001; 
Castaglioni et al., 2006; Ellis, 2006; Yu et al., 2006; Al-Rifai et al., 2009), sendo que 
cerca de 80% do total de fármacos que entram nas ETARs saem intactos (Ternes et 
al., 1999; Ternes et al., 1999). A introdução de fármacos no ambiente a partir das 
ETARs pode dar-se de várias formas. Uma delas consiste na utilização das águas 
tratadas para irrigação de campos de cultivo ou de recreio. Além disso, os efluentes 
das ETARs podem ser libertados nos sistemas de águas superficiais ou nos 
aquíferos, ou, devido a fenómenos anómalos de funcionamento e/ou caudais 
anormais decorrentes de tempestades, que podem levar à sua entrada 
directamente nos sistemas aquáticos (3b).  
 
Figura 1: Vias de entradas dos fármacos no ambiente. 1) Consumo por humanos (1a) e 
animais (1b); 2) Libertação de resíduos tratados/não tratados para o saneamento; 3) Libertação de 
resíduos por ETAR’s e fossas privadas; 4) Fertilização com as lamas resultantes das fossas; 5) 
Libertação directa no ecossistema aquático ao tomar banho ou em recreio; 6) Descarga/eliminação 
de resíduos provenientes de indústrias fabris de medicamentos legais e ilegais; 7) Deposição em 
aterros danificados de resíduos domésticos e lixiviação de cemitérios; 8) Libertação de 
pisciculturas; 9) Uso de produtos fitofarmacêuticosdrogas; 10) Destino e transformação dos 
fármacos no ambiente (Adaptado de 
http://epa.gov/nerlesd1/chemistry/pharma/images/drawing.pdf).  
 
Outra das fontes de contaminação do meio por resíduos de fármacos pode 
residir na utilização das lamas activadas provenientes das ETARs e de resíduos 
produzidos em áreas domésticas para a fertilização de campos agrícolas, na 
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utilização directa de produtos fitofarmacêuticos e, por fim, como resultado da 
medicação de animais domésticos ou gado (4). 
As indústrias farmacêuticas quer licenciadas quer ilegais são outra fonte 
muito importante da introdução de fármacos no ambiente pela libertação de 
resíduos directamente nos cursos de água (6). 
A utilização de aterros sanitários com construção deficiente leva a que os 
medicamentos descartados para o lixo nos lares sejam lixiviados para o ambiente. 
Esta lixiviação poderá igualmente ocorrer nos cemitérios (7). 
O uso de fármacos ao nível de aquaculturas, quer seja por fontes de 
alimentação medicadas quer pelos produtos de excreção é outra via (8) de 
contaminação do meio aquático. A produção intensiva de culturas modificadas 
geneticamente para a produção de compostos benéficos para o Homem (molecular 
pharming) poderá ser um vector de entrada no ambiente desses compostos (8). 
Um outro aspecto a considerar reside na libertação de fármacos com um 
duplo papel, que tanto são utilizados em medicina humana bem como no controlo 
de pestes. Assim, alguns destes compostos são libertados em elevada quantidade, 
como nos casos da 4-aminopiridina (usada como droga experimental na esclerose 
múltipla e como avicida), warfarina (usada como anticoagulante e como veneno 
para ratos), azacoleterol (usado como antilipidémico e como inibidor da 
reprodução de aves aviárias e roedores), alguns antibióticos (usados contra 
patogénicos dos pomares), acetaminofeno (usado como analgésico e como 
controlo da cobra das árvores), cafeína (usada como estimulante e como controlo 
do sapo do género Eleutherodactylus) (9). 
Aquando da sua entrada no ambiente, os compostos parentais 
metabolizados são eventualmente transportados do compartimento terrestre para 
o aquático onde, dependendo do caudal sofrem uma diluição significativa. No 
entanto podem exercer efeitos nos diferentes organismos e podem sofrer uma 
série de reacções, que tanto podem neutralizar o seu efeito como transformá-los 
em compostos mais tóxicos. Estas reacções incluem, como por exemplo, serem 
fototransformados por acção directa ou indirecta dos raios UV, sofrerem alterações 
físico-químicas (e.g., degradação e mineralização das moléculas), serem 
volatizados como no caso de alguns anestésicos gasosos (10).   
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 1.1.3. Relevância e perigos 
Os fármacos e os seus metabolitos são ubíquos no ambiente embora grande 
parte deles não seja persistente nem passível de serem bioacumulados, sendo 
alguns deles inclusivamente eliminados nas ETARs (Escher et al., 2005). Além 
disso, os relatos que existem sobre a sua concentração no ambiente indicam níveis 
baixos na ordem dos µg L-1 (e.g., águas de superfície; águas subterrâneas; zonas 
costeiras) (Kolpin et al., 2002). No entanto, eles são continuamente libertados para 
os sistemas aquáticos e, deste modo, contribuem para uma sobrecarga de 
poluentes químicos, para além das suas propriedades bioactivas poderem pôr em 
risco os organismos aquáticos e, em última análise, o Homem (López-Serna et al., 
2010). 
Um fármaco que está optimizado para actuar numa dada via fisiológica não 
exibe necessariamente uma função similar num receptor análogo (ou função 
biológica) em organismos não alvo (Seiler, 2002). Além do mais é possível que 
alvos específicos similares em diversas espécies desencadeiem respostas 
diferentes em organismos diferentes (Seiler, 2002). No entanto para 
invertebrados, apesar de filogeneticamente distantes dos humanos, partilham 
funções altamente conservadas, como por exemplo a formação de ATP (Esher et 
al., 2005). Um alvo biológico de um fármaco poderá ser uma molécula específica 
como por exemplo uma enzima ou um receptor, ou um local específico como por 
exemplo uma membrana biológica (Escher et al., 2005). Basicamente existem três 
tipos de interacção entre um poluente e o seu alvo biológico (Escher et al., 2002): 
interacções não específicas (1), específicas (2) e as reacções químicas (3). (1) Os 
poluentes podem ligar-se a alvos biológicos, por exemplo membranas biológicas, e 
interagir de forma não específica e não direccionada nas forças de Van der Walls 
ou como aceitadores/dadores de moléculas de Hidrogénio. (2) Se as mesmas 
forças estão espacialmente dirigidas ou se são possíveis interacções iónicas, fala-se 
em interacções específicas ou ajustamento estérico. Estes podem incluir inibições 
enzimáticas ou ligações específicas a receptores. (3) Reacções químicas entre 
poluentes e moléculas biológicas alvo são geralmente irreversíveis e podem 
danificar de forma permanente os lípidos, as proteínas ou o DNA (Escher et al., 
2005). 
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Os compostos que sobrevivem às várias fases do metabolismo e a outras 
acções de degradação e sequestro podem ser um factor de risco para os 
organismos no ambiente. Até conjugados menos/não tóxicos (derivados 
glucoronidados) podem ser mais tarde novamente convertidos no composto 
parental através de glucoronoridases ou por hidrólise química. Alguns dos 
produtos metabolizados podem ser mais bioactivos do que os compostos 
parentais, como por exemplo compostos metabolizados por intermédio do sistema 
microssomal hepático. Assim sendo os conjugados podem funcionar como 
reservatórios dos quais os compostos parentais podem ser regenerados e 
posteriormente libertados para o ambiente (Daughton e Ternes 1999). 
Os fármacos nunca ocorrem sozinhos no ambiente, mas sempre em 
combinação com outros compostos, não apenas outros fármacos, mas também com 
os seus metabolitos e outros poluentes ambientais, tais como químicos industriais, 
pesticidas ou produtos de cuidado pessoal (Escher et al., 2005). Há estudos que 
demonstram que a mistura de fármacos pode exercer um efeito tóxico maior, igual 
ou menor, (que pode ser sinergístico, aditivo ou antagonista, respectivamente) do 
que seria esperado se se adicionasse a toxicidade individual de cada composto 
(Daughton e Ternes, 1999; Cleuvers, 2003; Carlsson et al., 2006). 
A natureza polar da maioria dos fármacos e seus metabolitos leva à fácil 
lixiviação destes compostos das áreas de deposição para a água subterrânea ou em 
tempo chuvoso, à sua escorrência para águas de superfície, tal como referido 
anteriormente. Os restantes compostos (os que são desenhados para ultrapassar a 
barreira hemato-encefálica) têm um carácter lipofílico, tornando-os propensos a 
bioconcentrar através do consumo de água ou bioacumular pelo consumo de 
alimento contaminado (Daughton e Ternes, 1999).  
 
 1.1.4. Metabolismo 
A maior parte das substâncias aplicadas à população humana pode ser 
metabolizada no fígado, por intermédio das designadas reacções de fase I e II 
(James, 1986), sendo que esta metabolização é específica, ou seja depende do 
fármaco em questão (Weigel, 2003). As reacções de fase I fazem uso das 
monooxigenases (citocromo P450), redutases e hidrolases (para ésteres e 
epóxidos) para adicionar um grupo funcional reactivo à molécula. As reacções de 
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fase II usam a conjugação covalente para tornar a molécula mais hidrofílica e mais 
facilmente excretável. Estas reacções são catalisadas por glicotransferases (UDP-
glucuronosiltransferases) e arilsulfotransferases (para grupos hidroxiaromáticos e 
carboxilo), glutationa-s-transferase (para grupos funcionais electrofílicos como 
halogéneos, grupos nitrilo, ou então locais insaturados/conjugados), 
acetiltransferases (para aminas primárias ou hidrazinas) e aminoaciltransferases 
(para formação de péptidos a partir de grupos carboxilo usando aminoácidos 
livres). A estratégia metabólica gera metabolitos sucessivamente mais polares que 
o composto parental, aumentando deste modo a excreção (Daughton e Ternes, 
1999). Enquanto que os metabolitos provenientes da fase I ainda possuem 
actividade farmacológica, por vezes superior à do composto parental, os 
metabolitos de fase II pelo contrário são na generalidade inactivos e prontamente 
eliminados (Weigel, 2003).  
Este conjunto de produtos transformados, metabolitos e conjugados do 
metabolismo eucariótico e procariótico e de alterações físico-químicas que os 
fármacos sofrem no ambiente, adiciona a um já complexo conjunto, centenas de 
químicos altamente bioactivos (Daughton e Ternes, 1999). 
 
 1.1.5. Legislação 
Existem apenas 2 grandes entidades no que diz respeito à gestão da 
libertação de fármacos no ambiente, a European Medicines Agency (EMA) e a U. S. 
Food and Drug Administration (FDA). São poucas as alternativas a estas duas 
abordagens na avaliação de risco ecológico que poderá advir à exposição a 
fármacos (Daughton e Ternes, 1999). 
 A estimava directa dos efeitos causados por poluentes ambientais nos 
ecossistemas não é uma tarefa simples. Os protocolos de suporte à realização da 
avaliação de risco de compostos elaborados pela EMA são constituídos por duas 
fases, na primeira fase há uma estimativa da exposição no ambiente da substância. 
A segunda fase consiste na obtenção de informação acerca do seu destino e efeitos 
no ambiente, esta está divida em duas partes, A e B (EMEA, 2006). 
 Relativamente à fase I de avaliação da exposição, esta deverá ser feita 
independentemente da sua via de administração, forma farmacêutica, metabolismo 
ou excreção. Todas as substâncias com um logKow > 4,5 devem ser avaliadas 
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relativamente à sua persistência, bioacumulação e toxicidade de acordo com a EU 
TGD. O cálculo do PEC (Predicted Environmental Concentration) é restrito ao 
compartimento aquático (EMEA, 2006). No final, dependendo do valor obtido para 
o PEC existem dois caminhos. Caso este seja inferior a 0,01 µg L-1 e caso não 
existam mais nenhumas preocupações ambientalmente relevantes, assume-se que 
é improvável que a substância apresente um risco ambiental após a sua prescrição 
e possível libertação no ambiente. Pelo contrário, caso este valor seja superior a 
0,01 µg L-1, deverá prosseguir-se para a análise de fase II (EMEA, 2006). 
 Na parte A da fase II avalia-se o rácio entre PEC/PNEC. O PNEC (Predicted 
Non-Effect Concentration) é calculado aplicando um factor de incerteza para 
extrapolar dados ecotoxicológicos laboratoriais para o ambiente, usando um 
restrito número de organismos (geralmente algas, cladóceros e peixes). No final e 
caso este rácio seja inferior a 1, não são necessários mais testes, visto que se 
assume que a droga ou os seus metabolitos não apresentam um risco para o 
ambiente aquático. Pelo contrário, caso este valor seja superior a 1, deverá 
proceder-se a uma nova avaliação de risco segundo a parte B da fase II de estuda 
de avaliação de risco. Nesta parte B o calculo do PEC e PNEC do composto parental 
através da realização de ensaios mais robustos, que podem envolver o estudo dos 
metabolitos do fármaco, é refinado. No final há a compilação e integração dos 
dados gerados, o que permitirá classificar os fármacos em questão e ainda 
estabelecer restrições ao seu uso (por exemplo hospitais; em cirurgias específicas, 
entre outros) (Straub, 2002; EMEA, 2006). 
  A abordagem descrita anteriormente é baseada em determinações 
laboratoriais de exposições a curto e longo prazo, sendo a sua mais-valia a 
identificação e quantificação a priori do risco. No entanto, não reflecte 
necessariamente a situação real num ecossistema, já que muitos outros factores 
podem estar a interactuar. Além do mais, até à data, há poucos estudos disponíveis 
dos seus efeitos directos nos ecossistemas reais (Pascoe et al., 2003; Sanderson et 
al., 2004; Nunes et al., 2005; Crane et al., 2006; Fent et al., 2006; Hernando et al., 
2006). 
 1.1.6. Considerações finais 
Resumindo, concentrações ambientais altas podem ser expectáveis caso se 
verifiquem uma ou várias das condições seguintes, prescrição recorrente, doses 
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elevadas, entrada de grandes quantidades e/ou baixas taxas de eliminação nas 
ETARs. A libertação de grandes quantidades de fármacos no ambiente é 
potencialmente perigosa visto que as drogas farmacológicas são desenhadas para 
despoletar um certo efeito biológico, sendo portanto expectável que interfiram 
com os respectivos receptores, enzimas, ou sistemas hormonais nos organismos 
não alvo (Weigel, 2003). De maneira a evitar a rápida metabolização dos fármacos 
antes de poderem chegar ao seu local de acção, ou para prolongar o tempo de 
residência no organismo, são geralmente incluídos grupos funcionais, como no 
caso de alguns estrogénios sintéticos. Isto faz com que o fármaco no ambiente seja 
mais persistente (Weigel, 2003). Ao contrário de outros poluentes ambientais, 
como por exemplo os pesticidas que são libertados de forma sazonal, os fármacos 
são introduzidos continuamente e directamente no sistema aquático. Até 
compostos com uma baixa persistência podem actuar como se fossem persistentes, 
pois os organismos não alvo podem estar continuamente expostos durante todo o 
seu ciclo de vida (Daughton e Ternes, 1999). Actualmente são usados regular e 
simultaneamente centenas de fármacos diferentes, susceptíveis de interagir e 
apresentar efeitos sinérgicos, desconhecidos (Cleuvers, 2003; Cleuvers, 2004; 
Richards et al., 2004; Escher et al., 2005; Pomati et al., 2008). E por fim um dos 
factores mais importantes na problemática da análise dos resíduos de fármacos no 
ambiente reside na inexistência de dados relativos aos seus efeitos nos 
ecossistemas aquáticos, especialmente no que concerne exposições de longa-
duração a baixas concentrações (Ginebreda et al., 2010). 
Um dos principais perigos que derivam da presença de fármacos e seus 
metabolitos no ambiente é o desenvolvimento de bactérias resistentes a 
antibióticos (Weigel, 2003). Quantidades significativas de bactérias resistentes a 
antibióticos foram observadas no sedimento marinho e em peixes expostos a 
efluentes de ETARs (Andersen e Sandaa, 1994; Mølbak et al., 1999; Miranda e 
Zemelman, 2001). Apesar de este facto ser atribuído ao uso massivo de 
antibióticos na produção de gado e pisciculturas, a contribuição de antibióticos 
usados em medicina humana e veterinária é assinalável (Weigel, 2003). 
A possibilidade de haver disrupção endócrina é outro dos potenciais 
perigos visto que, para além da excreção natural de estrogénios humanos, a 
administração com fins terapêuticos de hormonas sintéticas e naturais poderá 
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levar a concentrações que podem ter efeitos biológicos. Estes efeitos já foram 
reportados em peixes usando concentrações inferiores às encontradas no 
ambiente (Weigel, 2003). Muitas drogas antineoplásicas são desenhadas para 
actuar como agentes alquilantes, podendo provocar genotoxicidade (Weigel, 
2003).  
Em algumas áreas foram detectados resíduos de compostos farmacológicos 
na água canalizada (Hirsch et al., 1996; Heberer e Stan, 1997; Reddersen et al., 
2002), levando a uma exposição não controlada a estas substâncias. Muitos 
organismos, como por exemplo filtradores e bentónicos, possuem complexos de 
resistência a multixenobióticos (MXR) em áreas contaminadas. Este sistema 
remove compostos potencialmente tóxicos do seu organismo, mas pode ser inibido 
por vários fármacos, como por exemplo o verapamil, aumentando a 
susceptibilidade a outros poluentes (Daughton e Ternes, 1999).  
Por fim os fármacos podem causar efeitos imprevistos ao nível do indivíduo, 
população e comunidades nos ecossistemas naturais (Halling-Sørensen et al., 
1998; Daughton e Ternes, 1999; Weigel, 2003; Escher et al., 2005; Barnes et al., 
2008; Gunnarsson et al., 2008; Fick et al., 2010; Ginebreda et al., 2010; Jelic et al., 
2011). 
A figura 2 resume o que foi dito anteriormente, relacionando os factores de 
exposição, destino e de efeitos nos organismos entre compartimentos. 
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Figura 2: Vias de exposição de fármacos no ambiente (adaptado de Halling-Sørensen et al., 
1998). 
 
 1.2. Fármacos em estudo 
No desenvolvimento do trabalho experimental foram testados os efeitos de 
duas drogas anticolinesterásicas, a neostigmina (brometo) (figura 2A), 3-(N,N-
Dimethylcarbamoyloxy)-N,N,N,-trimethylanilinium e a piridostigmina (brometo) 
(figura 2B), 3-(Dimethylaminocarbonyloxy)-1-methylpyridinium),  comummente 
usadas no tratamento de uma doença, a Miastenia grave. Na figura 3 estão 
representadas as estruturas dos dois fármacos estudados. 
Figura 3: Estrutura química dos fármacos usados nos ensaios toxiclógicos: A) neostigmina; 
B) piridostigmina (Adaptado de www.wikipedia.org). 
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Tanto a neostigmina como a piridostigmina são espécies químicas que 
pertencem à família dos carbamatos e como tal, são capazes de inibir a actividade 
das colinesterases (Maquilonius et al., 1983; Song et al., 2002). No entanto e ao 
contrário de outros compostos a inibição que induzem é reversível (característica 
comum dos anticolinesterásicos derivados do ácido carbâmico), devido ao facto de 
serem degradados pelas colinesterases (Song et al., 2002; Tiwari et al., 2008).  
Por apresentar esta reversibilidade, desde muito cedo foram usados como 
forma de tratamento da Miastenia grave (Flacke, 1973; Maquilonius et al., 1983; 
Breyer-Pfaff et al., 1985; Aquilnonius e Hartvig, 1986; Abu-Qare e Abou-Donia, 
2002; Song et al., 2002), sendo o objectivo da sua utilização consiste em retardar a 
degradação da acetilcolina da junção mioneural e, deste modo, aumentar o tempo 
de semi-vida desta e aumentar o tempo de estimulação do músculo (Conti-Fine et 
al., 2006; Kaminski, 2009). Mais recentemente, estes compostos foram usados 
durante a guerra do Golfo em soldados americanos pelo seu efeito profilático 
protector contra a intoxicação com agentes nervosos organosfosforados, inibidores 
irreversíveis das colinesterases, como o gás Sarin e Soman (Keeler et al., 1991; 
Wenger et al., 1993; Sapolsky, 1998; Young e Evans, 1998). 
Relativamente às suas características, são dois compostos polares a pH 
fisiológico devido ao facto de terem um grupo amina quaternário (Song et al., 
2002) e instáveis a pH alcalino (Somani et al., 1972). Tanto a piridostigmina como 
a neostigmina, como já foi referido anteriormente, são hidrolisadas pelas 
colinesterases, no entanto sabe-se que também podem ser metabolizadas por 
enzimas microssomais do fígado (Tiwari et al., 2008). Outros estudos 
demonstraram que os seus metabolitos não possuem actividade biológica 
(Aquilonius e Hartvig, 1986) ou uma actividade inibitória das colinesterases 
residual (Hennis et al., 1984). Relativamente aos seus produtos de metabolização, 
para a neostigmina determinou-se que os dois metabolitos mais excretados na 
urina de rato foram a droga inalterada, neostigmina, e 3-
hidroxifeniltrimetilpirimidium amónia (Somani et al., 1970). Relativamente à 
piridostigmina, estudos usando urina de pacientes com Miastenia grave indicaram 
que os dois compostos mais excretados foram piridostigmina e 3-hidroxi-n-
metilpiridinium. Também foi possível identificar, dihidroxi-n-metilpirimidium, 
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formado in vivo a partir do anterior e outro composto que poderá ser metoxi-n-
metilpirimidium ou então acetoxi-n-metilpirimidium (Somani et al., 1972).  
  
 1.3. Miastenia Grave  
A Miastenia grave é uma doença crónica caracterizada por fadiga e fraqueza 
muscular flutuante dos músculos voluntários ou esqueléticos, devido a uma 
deficiência ao nível dos receptores de acetilcolina na junção neuromuscular. Estes 
sintomas são devidos maioritariamente ao desenvolvimento de uma resposta auto-
imune (tipo II) mediada por anticorpos (IgGs) contra os receptores de acetilcolina, 
o que leva a um comprometimento e consequente mal funcionamento da 
transmissão neuromuscular (Goldsby et al., 2000; Howard, 2008). Considera-se 
que a primeira pessoa a descrever os sintomas da doença terá sido um clínico 
Inglês, Sir Thomas Willis, no seu livro de 1672 “De anima Brutorum” (Howard, 
2008). Em finais do século XIX com os trabalhos de Wilks (1877), Erb (1879), 
Oppenheim (1887), Goldflam (1893), Jolly (1895) foi possível definir bem a 
doença, sendo que apenas na década de 30, se realizaram estudos que permitiram 
verificar similaridades entre os sintomas da Miastenia grave e a envenenamento 
por curare, sugerindo deste modo um defeito ao nível da transmissão 
neuromuscular destes doentes. Estas descobertas levam Walker (1934, 1937) a 
tratar com sucesso os seus pacientes com recurso a inibidores das colinesterases 
(Howard, 2008).  
 
 1.4. Organismo teste: Daphnia magna 
 1.4.1. Ecologia 
Os cladóceros, dos quais Daphnia spp. (Filo: Arthropoda; Subfilo: Crustacea; 
Classe: Branchiopoda; Subclasse: Phyllopoda; Ordem: Diplostraca; Subordem: 
Cladocera; Família: Daphniidae) fazem parte, são geralmente denominados como 
pulgas de água. São um grupo muito importante dentro do zooplâncton, 
geralmente restrito a ecossistemas aquáticos de água doce lênticos (Arnér e 
Koivisto, 1993) ou com valores de salinidade inferiores a 1 g L-1 (Hart 1991) e 
valores de condutividade abaixo de 500 µS cm-1 (Hebert 2002).  
Daphnia spp. são pequenos cladóceros pelágicos muito utilizadas como 
organismos de teste em estudos de ecotoxicologia aquática, sendo Daphnia magna 
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e Daphnia pulex as mais usuais. Estas duas espécies possuem uma morfologia e 
ecologia similares, no entanto D. magna vive usualmente em águas duras ou 
moderadamente duras, acima de 80 mg L-1, em lagos e lagoas (Lynch, 1983; 
Pennak, 1989). 
As populações de Daphnia spp. são geralmente pequenas (uma fêmea de 
Daphnia magna adulta pode atingir um tamanho entre os 5 e 6 mm)  e 
desaparecem durante o Inverno e no início da Primavera, mas a subida da 
temperatura (acima dos 12˚C) pode levar a um aumento da densidade destes 
organismos, podendo chegar a cerca de 200-500 organismos L-1 (Pennak, 1989). 
Contudo há muitos factores, bióticos e abióticos, que determinam estas flutuações 
das densidades populacionais de zooplâncton no geral e de Daphnia em particular: 
parâmetros climatéricos como a temperatura e a luz (Berberovic et al., 1990; 
Straile e Geller, 1998; Alekseev e Lajus, 2009), pH, condições de oxigénio e outros 
parâmetros de qualidade da água (Krause-Dellin e Steinberg, 1986), condições 
tróficas (qualidade e quantidade de alimento) (Geller, 1975; Moore, 1980; 
Rohrlack et al., 1999; Muller-Navarra, 1995; Martin-Creuzburg et al., 2006; Martin-
Creuzburg et al., 2008) e a predação por peixes ou invertebrados (Vanni, 1986; 
Lampert, 1993). E mesmo estes factores criam um complexo emaranhado de 
interacções (Gyllström e Hansson, 2004). 
A densidade populacional destes organismos geralmente decresce durante 
os meses de verão em resposta às condições ambientais e voltam a aumentar no 
Outono, seguindo-se nova descida no Inverno (Jonczyk e Gilron, 2005; Abrantes et 
al., 2006; Castro e Gonçalves, 2007). Durante o ano as populações são constituídas 
sobretudo por fêmeas, enquanto que os machos são abundantes na Primavera e no 
final do Outono. A produção de machos parece ser induzida por condições 
adversas, nomeadamente, baixas temperaturas, altas densidades populacionais e 
fracas condições tróficas levando a uma subsequente acumulação de produtos de 
excreção e/ou à diminuição de alimento disponível (Jonczyk e Gilron, 2005). 
 
 1.4.2. Ciclo reprodutivo 
 D. magna reproduz-se por partenogénese cíclica (figura 4), no qual uma 
alteração de certos factores ambientais, como luz, alimento entre outros, induzem 
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a produção de machos, que contribuem para a variabilidade genética dos juvenis 
durante a fase de reprodução sexuada (Zaffagnini, 1987). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Esquema representativo do ciclo de vida da Daphnia magna, quer a sua 
componente sexual quer partenogénica (Ebert, 2005). 
 
No laboratório, os dafnídeos são mantidos num estado partenogénico, onde 
ovos diplóides desenvolvem-se em fêmeas adultas. A oogénese neste caso não é 
nem estritamente meiótica nem estritamente mitótica. No entanto, não há 
recombinação durante o fenómeno de partenogénese e portanto a sua 
descendência é geneticamente igual à progenitora (Hebert, 1987). Quando as 
culturas passam por um stress físico (sobrepopulação, pouco e mau alimento, 
variações de temperatura) a produção de machos é comum, já que as dáfnias se 
reproduzem sexuadamente produzindo ephippia (Jonczyk e Gilron, 2005). 
Existem 3 estágios distintos no ciclo de vida das dáfnias, ovo; juvenil e 
adulto. O ciclo de vida das dáfnias depende essencialmente das condições 
ambientais e geralmente aumenta quando a temperatura diminui (vive cerca de 40 
dias a 25˚C e 56 a 20˚C). Relativamente à produção de ovos, estes são geralmente 
entre os 6 e 10 ovos por ninhada, que eclodem no marsúpio 2 a 3 dias após a sua 
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formação e a formação da carapaça externa das mães. Os neonatos atingem a 
maturação 6-14 dias após o nascimento, sendo que este tempo depende em 
primazia do tamanho dos neonatos e das condições a que estão expostos (Jonczyk 
e Gilron, 2005). 
 
  1.4.3. Alimentação  
Sob condições naturais os dafnídeos alimentam-se predominantemente de 
algas e bactérias por filtração (Lampert, 2006; Dodson e Hanazato, 1995).  
 As populações de Daphnia têm a capacidade de remover porções 
significativas de algas de lagos, a uma taxa na ordem dos 4 mL h-1 (Dodson e Frey 
1991). A filtração de partículas é facilitada pelo batimento ritmado de 4 patas 
torácicas morfologicamente complexas que se encontram no interior da carapaça 
na região ventral (com uma fila uniforme de 20 ou mais dentes no pectíneo médio), 
gerando uma corrente que transporta água oxigenada e permite a respiração e 
alimentação das dáfnias (Peñalva-Arana et al., 2007). 
 As taxas de alimentação são sensíveis a variações de temperatura, à 
concentração de oxigénio, à qualidade física (e.g., pH) e química (e.g., nutrientes) 
da água, à intensidade luminosa e ao tamanho do corpo (Starkweather, 1983).  
  
 1.4.4. Testes ecotoxicológicos  
A utilização de D. magna em testes toxicológicos remonta aos anos 70 
(Jonczyk e Gilron, 2005) sendo também utilizadas para estudos nas áreas de 
ecologia e fisiologia (Preuss, 2009). Tem sido usada para avaliar várias classes de 
poluentes (Allen et al., 1995; Barata e Baird, 2000; McWilliam e Baird, 2002; 
Barata et al., 2007), incluindo os fármacos (Lilius et al., 1993; Calleja et al., 1995; 
Knol 1995; Flaherty e Dodson, 2005), servindo de base à tomada de decisão em 
processos de regulamentação ambiental em muitos países (Lilius et al., 1994). A 
sua utilização como organismo modelo em ecotoxicologia deve-se a uma série de 
características, como a sua sensibilidade a diferente compostos, relevância 
ecológica, facilidade de manuseio e manutenção laboratorial, existência de 
protocolos padronizados, ciclo de vida curto e taxas de reprodução elevadas são 
algumas delas (Münzinger e Monicelli, 1992). 
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A avaliação de efeitos tóxicos em organismos aquáticos inclui geralmente 
testes de toxicidade crónica, aguda e sub-letal (Day e Kaushik, 1987). Com os testes 
de toxicidade aguda procura-se determinar a percentagem de sobrevivência dos 
organismos quando expostos, durante um curto período de tempo, a 
concentrações elevadas de um composto, sendo que nos ensaios crónicos estudam-
se efeitos ao nível da reprodução e taxas de crescimento dos animais expostos a 
concentrações sub-letais (Jonczyk e Gilron, 2005). Com o aumento das descargas 
de contaminantes nos ecossistemas aquáticos e da necessidade de se perceber e 
avaliar os efeitos biológicos de xenobióticos nos organismos aquáticos, têm vindo a 
desenvolver-se indicadores sub-letais de stress bioquímico que forneçam uma 
resposta precoce. Recentemente tem-se dado muita atenção aos processos 
fisiológicos/energéticos em organismos não alvo como um indicador sensível de 
situações de stress (Villarroel et al., 2009). Neste sentido um grande número de 
estudos tem sido realizado usando biomarcadores como ferramentas funcionais 
para avaliar a toxicidade destes compostos em populações naturais e a níveis de 
organização infraindivíduo. Estes estudos tentam também extrapolar as possíveis 
implicações que os seus efeitos terão em níveis de organização superiores (Walker, 
2001). 
A actividade das colinesterases (ChE) tem sido usada como um biomarcador 
em testes de toxicidade em várias espécies (Sturm, 2000), incluindo D. magna 
(Guilhermino et al., 1996b). Vários estudos indicaram que as colinesterases são 
sensíveis a diferentes tipos de contaminantes ambientais, tais como metais, 
detergentes, e misturas complexas de poluentes (Gill et al., 1990; Guilhermino et 
al., 1996b; Payne et al., 1996; Guilhermino et al., 1998; Guilhermino et al., 2000). A 
sua inibição causa uma acumulação da acetilcolina nas sinapses levando a uma 
disrupção da função nervosa, podendo resultar na morte do organismo (Peakall, 
1992). As ChE dividem-se em 2 grupos, as acetilcolinesterases (AChE) (EC 3.1.1.7) 
e as butirilcolinesterase ou peseudocolinesterases (PChE) (EC 3.1.1.8) (Eto, 1974). 
De acordo com Diamantino et al. (2003) as colinesterases de D. magna mostram 
características de ambas as colinesterases, acetilcolinesterases (AChE) e 
pseudocolinesterases (PChE). Como as colinesterases ainda não foram isoladas de 
Daphnia, permanece a incerteza acerca se Daphnia possui um tipo de colinesterase 
atípica ou se contém ambas as colinesterases, AChE e PChE (Li e Tan, 2011). 
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Os ensaios de curto prazo, entre as 4 e as 24 horas, das respostas 
alimentares de D. magna, baseados nas taxas de remoção de algas têm sido usados 
com sucesso para prever efeitos sub-letais e consequências a longo termo de uma 
variedade de poluentes no laboratório e em estudos de campo (Allen et al., 1995; 
Barata e Baird, 2000; McWilliam e Baird, 2002; Barata et al., 2007). Em Daphnia e 
noutros organismos aquáticos, a alimentação está fisiologicamente ligada ao 
crescimento e reprodução, e geralmente os efeitos a este nível traduzem-se em 
efeitos populacionais (Barata e Baird, 2000). Além do mais, está demonstrado que 
contaminantes orgânicos e inorgânicos são capazes de prejudicar rapidamente as 
taxas de alimentação, um processo que poderá estar relacionado com a adsorção 
do contaminante às algas ou à ingestão de partículas alimentares e posterior 
desregulação do funcionamento do tubo digestivo (Taylor et al., 1998; Barata et al., 
2002, Taylor, 2002). 
  
 1.5. Objectivos 
 O desenvolvimento do trabalho experimental incluído na presente tese 
pretende colmatar a quase completa inexistência de dados ecotoxicológicos 
relativamente a dois fármacos com actividade anticolinesterásica, a neostigmina e 
a piridostigmina, recorrendo a uma avaliação de diferentes processos chave no 
ciclo de vida e em mecanismos fisiológicos de D. magna. 
 Assim sendo, os principais objectivos foram o estudo dos efeitos tóxicos 
agudos e crónicos da piridostigmina e da neostigmina na sobrevivência e ciclo de 
vida de D. magna, respectivamente. Pretendeu-se igualmente avaliar os efeitos 
neurotóxicos de piridostigmina e neostigmina na actividade de colinesterases em 
D. magna. Simultaneamente, avaliaram-se os efeitos da exposição à piridostigmina 
e à neostigmina ao nível do comportamento alimentar, recorrendo para isso ao 
estudo de variações nas suas taxas de ingestão e filtração quando expostas a curto 
prazo aos fármacos. Por fim integraram-se diferentes respostas biológicas, de 
modo a averiguar possíveis impactos destas substâncias em ambientes aquáticos, 
tendo em conta cenários de exposição reais. 
 
Toxicidade de drogas anticolinesterásicas terapêuticas em Daphnia magna 
 2. Material e métodos  
Rui Jorge Alves Rocha 
 Aveiro, 2011  
P
ág
in
a2
5
 
2. Material e métodos  
 
 2.1. Fármacos e concentrações testadas  
Os fármacos, de neostigmina (brometo) (CAS - 114-80-7; grau de pureza ≥ 
98%) e de piridostigmina (brometo) (CAS - 101-26-8; grau de pureza ≥ 98%) 
foram obtidos a partir da Sigma-Aldrich Química SA. Outros compostos usados 
durante o desenvolver do trabalho, K2HPO4 (grau de pureza ≥ 98%), DTNB e 
acetiltiocolina (grau de pureza ≥ 98%) Sigma-Aldrich Química SA. KH2PO4 (grau de 
pureza ≥ 99,5%), NaHCO3 (grau de pureza ≥ 99%), KCl (grau de pureza ≥ 99,5%) e 
MgSO4.7H2O (grau de pureza ≥ 99%) Merck. 
As soluções de teste para os ensaios agudos, crónicos, enzimáticos e 
alimentares foram obtidas por diluição de uma solução-mãe previamente 
preparada com meio igual ao utilizado nos testes (meio ASTM). 
Após ensaios preliminares, que visaram definir gamas óptimas de 
concentração para realizar as exposições laboratoriais, as concentrações 
escolhidas para os ensaios agudos foram, 42,3; 52,8; 79,3; 118,9; 178,3; 267,5 e 
401,2 µg L-1 para a neostigmina e de 26; 38,9; 58,7; 87,9; 131,7; 197,5 e 296,3 µg L-
1 para a piridostigmina. Nos ensaios crónicos usaram-se as concentrações de 0; 
2,62; 3,93; 5,24; 10,48; 20,97; 31,45 e 41,93 µg L-1 para a neostigmina e de 0; 1,45; 
2,15; 2,85; 5,7; 11,4; 17,1 e 22,8 µg L-1 para a piridostigmina. Relativamente aos 
ensaios enzimáticos e de comportamento alimentar foram utilizadas as 
concentrações de 0; 2,62; 5,24; 10,48; 20,97 e 41,93 µg L-1 para a neostigmina e de 
0; 1,45; 2,85; 5,7; 11,4; 22,8 µg L-1 para a piridostigmina. 
 
 2.2. Manutenção das culturas 
 As culturas de Daphnia magna (clone A sensu Baird et al., 1989), construídas 
por cerca de 30 indivíduos cada, foram mantidas em frascos de 800 mL num meio 
de cultura artificial de elevada dureza - ASTM (ASTM, 1980; EPA, 1989) (consultar 
em anexo a constituição do meio ASTM, Anexo 2) e com um aditivo orgânico obtido 
a partir de extracto de algas, nomeadamente de Ascophylum nodosum (Linnaeus) 
(Le Jolis, 1863, Baird et al., 1988), preparado por diluição de uma solução-mãe 
(Soares, 1989), e adicionado ao meio de cultura numa concentração de 6 mL L-1. As 
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culturas eram alimentadas e o meio de cultura renovado três vezes por semana. O 
alimento consistiu numa suspensão de algas, Pseudokirchneriella subcapitata 
(Korshikov) (Hindák, 1990), cultivadas em laboratório em meio MBL (Stein, 1973) 
(consultar em anexo a constituição do meio MBL, Anexo 1), ressuspensas em ASTM 
e armazenadas no frigorífico até à sua utilização. O alimento era adicionado às 
culturas de Daphnia numa concentração de cerca de 3,0x105 células mL-1.  
Ao fim da 5ª ninhada os neonatos obtidos eram utilizados para iniciar novas 
culturas, dado que os organismos provenientes da 6ª ninhada e seguintes são de 
menor qualidade. Por esta razão, todos os ensaios foram realizados com neonatos 
provenientes de organismos parentais entre a 3ª e 5ª ninhada inclusive. As 
culturas foram mantidas sem arejamento, com um fotoperíodo de 16L:8Ehoras e a 
uma temperatura de 20±1˚C.  
 
 2.3. Desenho experimental (testes com D. magna) 
 2.3.1. Ensaios agudos 
Os neonatos foram mantidos em frascos de vidro de 60 mL durante 48 
horas, com um volume final de 25 mL (os volumes de ASTM e de solução-mãe de 
neostigmina e piridostigmina variavam de acordo com a concentração testada). 
Cada concentração testada foi composta por 4 réplicas, sendo que cada réplica 
continha 5 neonatos com idade inferior a 24 horas. As condições de exposição 
foram as mesmas que foram descritas anteriormente para a manutenção de 
culturas, com a excepção de que os neonatos não foram alimentados durante o 
período da exposição. O pH foi medido no início e no final do ensaio, para validação 
das condições do teste (OECD, 2000). Após 48 horas, o número de neonatos 
imobilizados foi determinado, sendo considerados imóveis os neonatos que ao fim 
de 15 segundos, após uma ligeira agitação do frasco, não se movessem. Os ensaios 
foram concretizados de acordo com as orientações da OCDE para testes agudos de 
imobilização (OCDE, 2000). 
 
 2.3.2. Ensaios crónicos 
Os neonatos foram mantidos em frascos de vidro de 60 mL durante 21 dias, 
com um volume final de 50 mL (os volumes de ASTM e de solução-mãe de 
neostigmina e piridostigmina variavam de acordo com a concentração testada). 
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Para cada concentração usaram-se 10 réplicas individuais de neonatos com menos 
de 24 horas de idade. As condições experimentais foram as mesmas que foram 
descritas para a manutenção das culturas, assim como o regime alimentar, apesar 
de serem alimentados pelo menos cinco vezes por semana. A renovação das 
concentrações do ensaio era realizada a cada 2 dias, sendo preparada uma nova 
solução-mãe em cada mudança. Tal permitiu renovar a quantidade de tóxico, bem 
como eliminar os produtos de excreção dos organismos. Os valores de pH foram 
medidos no início e no final do ensaio para averiguar que não seriam factores 
limitantes das respostas observadas (OCDE, 1996). A mortalidade dos animais 
parentais e o número de neonatos foram anotados diariamente. Durante o teste, os 
parâmetros escolhidos para avaliar os efeitos na reprodução foram: número médio 
de neonatos produzidos por fêmea (fecundidade), crescimento somático, 
crescimento intrínseco populacional, número e tamanho das ninhadas, idade à 
maturação, idade à primeira reprodução, tamanho médio de 3 neonatos da 
primeira ninhada. O crescimento foi determinado medindo o comprimento, com o 
auxílio de uma lupa com lente micrométrica (Olympus SZX9), do primeiro 
segmento da segunda antena (exopódito) (A) no início do ensaio e ao fim de 21 
dias. O tamanho do corpo de D. magna (T) foi obtido através de uma relação 
alométrica de acordo com o descrito por Pereira et al., (2004): 
 
T = 10,499.A - 0,329 (mm) (r2=0,9392) 
 
A taxa de crescimento somático foi determinada de acordo com: 
 
Taxa de crescimento somático = [ln(Tf) – ln(Ti)] / ∆t  
 
onde, Tf é o tamanho final do organismo (mm) após 21 dias de ensaio, o Ti é o 
comprimento do corpo no inicio do ensaio e o ∆t é o intervalo de tempo do ensaio 
(dias) (Sobral, 1997; Burns, 2000). Por outro lado foi também calculado a taxa de 
crescimento da população (r, dia-1) pela equação de Euler-Lotka: 
 
∑e-r.x.lx.mx = 1 
 
onde, x é a classe etária (dias; 0…n), lx é a probabilidade de sobrevivência na idade 
x e mx a fecundidade na idade x. As derivações foram determinadas de acordo com 
a técnica de Jackknife (Meyer et al., 1986).  
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 2.3.3. Ensaios enzimáticos 
Os neonatos foram mantidos em frascos de vidro de 500 mL durante 48 
horas, com um volume final de 300 mL (os volumes de ASTM e de solução-mãe de 
neostigmina e piridostigmina variavam de acordo com a concentração testada). 
Cada concentração testada foi composta por 5 réplicas, sendo que cada replica 
continha 35 neonatos com idade inferior a 24 horas. As condições de incubação 
foram as mesmas que foram descritas anteriormente para a manutenção de 
culturas, com a excepção de que os neonatos não foram alimentados. O pH foi 
medido no início e no final do ensaio. Após 48 horas os neonatos foram 
transferidos para tubos eppendorf, secos da solução de teste à qual tinham sido 
previamente expostos e armazenados a -20˚C até serem homogeneizados. Este 
passo envolveu adicionar aos organismos-teste 500 µL de tampão fosfato (0,1 M; 
pH = 7,2) e posterior homogeneizacão num homogeneizador rotativo a 14000 rpm, 
em gelo. Posteriormente, os homogeneizados foram centrifugados a 6000 rpm 
durante 3 minutos, a 4˚C. Todos os passos subsequentes ao isolamento foram 
realizados no gelo para evitar degradação proteica por proteases. A determinação 
da actividade colinesterásica envolveu o protoclo descrito por Ellman et al. (1961); 
estudos anteriores (Diamantino et al., 2003) indicam que as colinesterases 
presentes nos tecidos de D. magna possuem propriedades hidrolíticas intermédias. 
Este método permite avaliar a actividade colinesterásica pelo facto de estas 
hidrolizarem a acetiltiocolina em acetato e tiocolina, sendo que esta última 
complexa com o DTNB, dando origem a um composto de cor amarelada, cuja 
formação pode ser determinada. Essa determinação foi realizada numa placa de 96 
poços a 412 nm no espectofotómetro Thermo Scientific Multiskan EX (Ascent 
Software 2.6). O protocolo anteriormente referido envolve então a adição de 250 
µL de solução de reacção (composta por tampão fosfato (0,1 M e pH = 7,2), + DTNB 
+ acetiltiocolina) a 50 µL de amostra. As leituras foram feitas 10 e 15 minutos após 
a adição da solução de reacção. 
De modo a expressar a actividade enzimática em função do conteúdo de 
proteína solúvel total das amostras (critério normalizador), foi necessário 
quantificar este parâmetro. A determinação da concentração de proteína solúvel 
total foi feita utilizando um método colorimétrico, descrito por Bradford (1976) 
com utilização do reagente de Bradford da Biorad, sendo que a recta de calibração 
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foi obtida utilizando diferentes diluições da proteína padrão, γ-globulina bovina, a 
1 mg mL-1. As leituras das absorvâncias foram feitas em placas de 96 poços, 
utilizando 10 µL de amostra e 250 µL de reagente de Bradford, num 
espectofotómetro Thermo Scientific Multiskan EX (Ascent Software 2.6) a 595 nm. 
 
 2.3.4. Ensaios de comportamento alimentar  
A avaliação do comportamento alimentar foi realizado em duas fases, uma 
primeira fase de exposição e uma segunda de recuperação. Na fase de exposição, 
colocaram-se os neonatos obtidos de culturas não expostas a fármacos em frascos 
contendo as diferentes concentrações de fármacos testadas. Na fase de 
recuperação, colocaram-se os neonatos provenientes de culturas que estiveram 
expostas às diferentes concentrações testadas do fármaco desde o seu início. Os 
organismos para o teste correspondiam à 3ª ninhada. Os neonatos foram mantidos 
em frascos de vidro de 60 mL durante 5 horas, com um volume final de 50 mL (na 
primeira fase os volumes de ASTM e de solução-mãe de neostigmina e 
piridostigmina variavam de acordo com a concentração testada, na segunda fase 
foram colocados em 50 mL de ASTM). Cada concentração testada era composta por 
5 réplicas, sendo que cada réplica continha 10 neonatos com idade inferior a 24 
horas. Os ensaios foram realizados no escuro com uma concentração de algas de 
cerca de 9,0x105 células mL-1. Para a determinação das concentrações iniciais e 
finais de algas foi retirada uma alíquota de 900 µL da suspensão de algas do frasco 
de ensaio e transferida para um eppendorf contendo 100 µL de Soluto de Lugol 
(Panreac Química S.A.U.). As contagens foram feitas num hematocitómetro 
(câmara de Neubauer) ao microscópio óptico (Leitz HM-LUZ3). No início e no fim 
do ensaio foram determinadas as concentrações de algas, sendo posteriormente 
calculadas as taxas de ingestão e de filtração de acordo com as fórmulas 
preconizadas na bibliografia (Gaul, 1951):  
 
F=[(V n-1).({lnCi-lnCf} t-1)-A]; A=[(lnCi-lnCf) t-1]; I=√Ci.Cf 
 
Onde F é a taxa de filtração (µL indivíduo-1 h-1), I a taxa de ingestão (células 
individuo-1 h-1), Ci a concentração inicial de células (células µL-1, Cf a concentração 
final de células (células µL-1), t o tempo (h), n o número de neonatos do ensaio 
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(10), V o volume (µL) do ensaio e o A o factor de correlação para variações entre o 
controlo e a concentração final, Cf. 
 
 2.4. Análise estatística 
Para cada teste agudo de imobilização, o número de organismos 
imobilizados foi traçado contra as diferentes concentrações testadas e os EC50 às 
48 horas e respectivos intervalos de confiança (a 95%) foram calculados através 
de uma análise Probit usando o software SPSS versão 19 (IBM) (Finney, 1971). 
A obtenção de diferenças significativas, P<0,05, para as actividades 
enzimáticas, taxas de ingestão e de filtração foram obtidas usando análises ANOVA 
de uma via, seguidas de testes de comparação múltipla pela aplicação do teste de 
Dunnett, entre o controlo e as diferentes concentrações (Zar, 1996). Para a 
obtenção de diferenças significativas entre os ensaios de exposição e de 
recuperação foram obtidas usando testes-t com um intervalo de confiança de 95%. 
Os valores de IC50 e EC50 e respectivos intervalos de confiança (a 95%) 
foram calculados através de uma análise Probit após a transformação dos dados 
em percentagem de inibição usando o software SPSS versão 19 (IBM) (Finney, 
1971). 
Relativamente aos ensaios crónicos, os LOEC (Lowest Observed Effect 
Concentration – Concentração de efeitos observados) e NOEC (No Observed Effect 
Concentration – Concentração de efeitos não observados) para a reprodução e 
taxas de crescimento foram obtidos usando análises ANOVA de uma via, seguidas 
de testes de comparação múltipla de Dunnett, entre o controlo e as diferentes 
concentrações (Zar, 1996).  
As análises estatísticas relativas aos testes-t e das ANOVAs foram realizadas 
no programa de software GraphPad Prism 5. 
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3. Resultados e discussão 
  
 3.1. Aspectos gerais 
 Este trabalho apresenta a compilação de resultados de ensaios agudos e 
crónicos, que envolveram o estudo da actividade colinesterásica, de parâmetros 
alimentares (taxas de ingestão e filtração) e de reprodução, para dois compostos 
com actividade anticolinesterásica - a neostigmina e a piridostigmina - os quais são 
utilizados no tratamento da Miastenia grave. A escolha destes compostos deve-se 
em parte à escassa informação ecotoxicológica. Devido à avaliação de vários 
parâmetros a nível letal e sub-letal, este estudo constitui uma abordagem mais 
abrangente e inovadora, na medida em que foram determinados efeitos a 
diferentes níveis de organização biológica, o que permite dar uma resposta mais 
integradora dos efeitos que estes dois compostos, neostigmina e piridostigmia, têm 
ao nível de D. magna. 
  
 3.2. Ensaios agudos 
Numa primeira fase e de forma a obter um valor de EC50 realizaram-se 
ensaios preliminares onde se expuseram neonatos de D. magna a uma gama de 
concentrações dos dois compostos.  
Na tabela I são apresentados os valores de EC50 - 48 h e dos intervalos de 
confiança, obtidos para a neostigima e a piridostigmina. 
 
Tabela I: Valores de EC50 (µg L-1) e dos intervalos de confiança (entre parênteses;95% 
probabilidade) obtidos para D. magna às 48 horas de exposição a neostigmina e a piridostigmina. 
 
 
 
 
 
 
 O valor de EC50 - 48 h obtido neste ensaio para a neostigmina foi cerca de 
cinco vezes menor do que o valor de LC50 - 24 h obtido no trabalho de Zobov et al., 
(2005). Esta diferença poderá residir na diferença do tempo de duração dos 
ensaios entre os dois trabalhos. No entanto não se poderá descurar o facto de as 
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experiências terem sido realizadas com formulações diferentes do mesmo 
composto químico: enquanto neste trabalho foi usada a forma de brometo, Zobov 
et al. (2005) usaram a formulação de metilsulfato. Sabe-se que o ião brometo em 
solução é tóxico para vários organismos, de entre os quais D. magna (Flury e 
Papritz, 1993). Relativamente ao valor de EC50 - 48 h calculado para a 
piridostigmina, devido à ausência de estudos, não é possível fazer uma comparação 
directa de valores.  
 Comparando os EC50 obtidos para os dois compostos testados podemos 
verificar que o valor obtido para a piridostigmina é quase metade do obtido para a 
neostigima. Isto poderá dever-se ao facto de a piridostigmina ter um tempo de 
semi-vida em humanos superior ao da neostigmina (Maquilonius et al., 1983), logo 
é mais dificilmente degradada pelas colinesterases, algo que estes resultados 
parecem apontar que ocorra também em D. magna. 
 A inexistência de estudos ecotoxicológicos utilizando estes dois fármacos, 
contrasta com os estudos toxicológicos abundantes desenvolvidos em ratinhos, 
coelhos, gatos e mesmo cães (Randall e Lehmann, 1950; Heyl et al., 1980; Deyi et 
al., 1981), o que é justificável por estes compostos serem usados em medicina 
humana. Relativamente à piridostigmina, um estudo anterior demonstrou que o 
LC50 - 24h calculado para náuplios de cirrípedes como Balanus amphitrite, é 
superior a 25 000 µg L-1 (Ong Samuel, comunicação pessoal). Esta maior 
sensibilidade de D. magna a compostos inibidores das colinesterases, como 
organofosforados e carbamatos, comparativamente a outros organismos como 
algas, peixes e insectos encontra-se referida na literatura (Scholten et al., 2005). 
 Comparando os EC50 – 48 h obtidos para D. magna relativamente aos dois 
compostos em estudo com outros compostos inibidores das colinesterases (EC50 - 
48 h em D. magna) como insecticidas organofosforados, por exemplo paratião (≈ 2 
mg L-1), chlorpirifos (≈ 1 mg L-1), malatião (≈ 3 mg L-1) e acefato (≈ 56 mg L-1) e 
carbamatos, por exemplo propoxur (≈ 94 mg L-1) (Printes e Callaghan, 2004), 
mostram uma menor toxicidade em D. magna quando comparados com os 
compostos testados neste estudo. 
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 3.3. Ensaios Enzimáticos 
 O aumento das descargas de contaminantes ambientais nos ecossistemas e 
a morosidade dos testes convencionais crónicos relativos à avaliação de efeitos 
sub-letais (e.g., na reprodução), levou a que fossem desenvolvidos e utilizados 
vários indicadores sub-letais de stress bioquímico de resposta rápida, como 
ferramentas de avaliação da toxicidade destes compostos em populações naturais; 
muitos destes efeitos podem ser avaliados a um nível de organização biológica 
infra-indivíduo (Walker, 2001; Villarroel et al., 2009). A actividade colinesterásica 
tem sido usada com sucesso em D. magna como biomarcador de exposição a 
organofosforados e carbamatos (Scholten et al., 2005; Printes e Callaghan, 2006; 
Veselá, 2006). Como os dois compostos em estudo possuem como propriedade 
farmacológica a inibição da acetilcolinesterase (AChE), fez sentido que a inibição 
das colinesterases fosse utilizada como critério toxicológico. No caso particular da 
espécie em estudo, é possível afirmar, com base em estudos anteriores 
(Diamantino et al., 2003) que a forma colinesterásica predominante em D. magna 
possui características intermédias entre uma verdadeira colinesterase e uma 
pseucolinesterase.  
 Assim, após a determinação dos valores de EC50 - 48 h para os dois 
compostos em estudo, foram definidas cinco concentrações sub-letais às quais 
foram submetidos os neonatos de D. magna a ensaios de inibição enzimática. Na 
figura 5 estão os resultados da determinação da actividade enzimática para a 
neostigmina (figura 5A) e para a piridostigmina (figura 5B), após 48 horas de 
exposição dos neonatos aos fármacos. 
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 Figura 5: Dados de inibição da actividade colinesterásica após a exposição a diferentes 
concentrações sub-letais definidas de: A) neostigmina; B) piridostigmina; as barras correspondem à 
média de cinco réplicas, as barras indicam o valor do desvio padrão e os asteriscos representam 
diferenças significativas (P<0,05) relativamente ao controlo. 
  
 Relativamente aos resultados da actividade colinesterásica após a exposição 
a diferentes concentrações de neostigmina (figura 5A), podemos verificar que em 
todas as concentrações testadas, mesmo na mais baixa (2,62 µg L-1) existem 
diferenças significativas relativamente ao controlo (F[5;23]= 40,98; P<0,0001). 
Podemos ainda verificar a existência de uma clara relação dose-resposta, em que 
um aumento da dose à qual os organismos foram expostos corresponde a um 
aumento do grau de inibição observado. Deste modo, fica patente que o mecanismo 
farmacológico que justifica a toxicidade deste composto pode ser explicado, 
também em D. magna, pela inibição das colinesterases. Relativamente aos 
resultados da actividade colinesterásica após a exposição a diferentes 
concentrações de piridostigmina (figura 5B) foi possível, tal como para a 
neostigmina, verificar que para todas as concentrações testadas existe uma 
inibição significativa (F[5;23]= 32,21; P<0,0001) relativamente ao tratamento 
controlo. Tal como para o caso da neostigmina, verificou-se um aumento da 
inibição da actividade da colinesterase com o aumento da concentração de 
fármaco. Mais uma vez, tendo em conta a acção farmacológica da neostigmina, já 
seria de esperar a diminuição da actividade da colinesterase obtida em neonatos 
de D. magna expostos a esse composto. 
 De forma a se poder comparar os dois compostos ao nível da inibição 
enzimática foram calculados os diferentes IC50 - 48 h, que encontram sumarizados 
na tabela II. 
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Tabela II: Valores de IC50 (µg L-1) e dos intervalos de confiança (entre parênteses 95% 
probabilidade) obtidos para D. magna às 48 horas de exposição a neostigmina e a piridostigmina. 
 
 
 
 
  
  
 Através da análise da tabela anterior é possível verificar que para as 48 
horas a neostigmina apresenta uma concentração menor relativamente à 
piridostigmina para levar a uma redução em 50% da actividade da colinesterase 
em D. magna. Comparativamente aos dados relativos à imobilização de neonatos 
para o mesmo período de tempo verificamos que há uma inversão da toxicidade 
apresentada pelos fármacos. Está descrito na literatura que a neostigmina é um 
antagonista mais potente que a piridostigmina (Booij e Drobnik, 2009), razão pela 
qual, esta inibição ser conseguida com uma menor concentração de neostigmina 
comparativamente à piridostigmina.  
 Relativamente às actividades enzimáticas das colinesterases descritas na 
bibliografia (Guilhermino et al., 1996; Diamantino et al., 2000; Diamantino et al., 
2003) estão na mesma ordem de grandeza dos obtidos neste estudo. 
 Comparando estes valores com valores de inibição colinesterásica IC50 - 48 
h para organofosforados como paratião (≈ 1,4 mg L-1), chlorpirifos (≈ 0,5 mg L-1), 
malatião (≈ 3 mg L-1) e acefato (≈ 17 mg L-1), carbamatos como propoxur (≈ 53 mg 
L-1) (Printes e Callaghan, 2004) e com outros compostos usados 
farmacologicamente como tacrina (≈ 1,5 mg L-1), 7 – MEOTA (≈ 0,7 mg L-1) e 
berberine (≈  0,8 mg L-1) (Veselá et al., 2006), verifica-se que tal como para os 
ensaios agudos, os compostos testados neste trabalho apresentam maior 
toxicidade relativamente à inibição da actividade colinesterásica em D. magna. 
  
 3.4. Ensaio comportamental alimentar 
 Tal como a análise da actividade colinesterásica, a avaliação do 
comportamento alimentar tem sido usada com sucesso na determinação de efeitos 
de uma série de contaminantes, tanto no campo como em laboratório (Allen et al., 
1995; Barata e Baird, 2000; McWilliam e Baird, 2002; Barata et al., 2007). Isto 
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deriva da ligação intrínseca entre a alimentação e o crescimento e/ou reprodução, 
podendo esses efeitos traduzir-se em alterações ao nível populacional (Barata e 
Baird, 2000).  
 Neste trabalho e, de acordo com o trabalho de Villarroel et al. (1999), foram 
utilizados como indicadores de alteração do comportamento alimentar as taxas de 
filtração e de ingestão ao fim de 5 horas. Na figura 6 são apresentados os 
resultados relativos a estes parâmetros para os dois fármacos em estudo, para 
neonatos de D. magna. 
  
 
 Figura 6: Dados do comportamento alimentar de D. magna representado pela variação das 
taxas de filtração (A e B) e de ingestão (C e D) de P. subcapitata, para diferentes concentrações sub-
letais de: neostigmina (A e C) e piridostigmina (B e D). As barras a branco correspondem aos 
ensaios de exposição e a cinzento estão as barras correspondentes aos ensaios de recuperação de 
neonatos obtidos de organismos parentais expostas aos fármacos. As barras correspondem à média 
de cinco réplicas, as barras indicam o valor do desvio padrão e os asteriscos representam 
diferenças significativas (P<0,05) relativamente ao controlo, para as barras brancas; nas barras 
cinzentas, os asteriscos indicam diferenças significativas (P<0,05) relativamente à barra branca 
correspondente. 
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 Através da análise dos gráficos anteriores podemos verificar que 
relativamente aos ensaios de exposição com a neostigmina, existem diferenças 
significativas relativas às taxas de filtração (F[5;24]=3,661; P=0,0133) e de ingestão 
(F[5;24]=3,383; P=0,0187) de neonatos comparativamente ao controlo, tendo-se 
obtido um LOEC de 20,97 µg L-1. Apesar de apenas se verificarem diferenças 
significativas nas duas últimas concentrações sub-letais testadas, é possível 
vislumbrar uma diminuição da média destas taxas com o aumento da concentração 
de neostigmina. Ou seja, é possível observar uma clara relação dose-resposta. 
Relativamente ao ensaio de exposição com piridostigmina foi também possível 
verificar a existência de diferenças significativas relativas às taxas de filtração 
(F[5;24]=12,16; P<0,0001) e de ingestão (F[5;24]=13,58; P<0,0001) de neonatos 
comparativamente ao controlo para todas as concentrações sub-letais testadas. A 
existência de uma relação de dose-resposta não é tão evidente quanto no ensaio 
envolvendo a neostigmina. 
 Avaliando agora os resultados obtidos relativamente às taxas de ingestão e 
de filtração do ensaio de recuperação, barras cinzentas na figura 6, podemos 
observar que a exposição de organismos parentais, às diferentes concentrações de 
neostigmina e de piridostigmina testadas, não apresentam efeitos ao nível do 
comportamento alimentar. Isto porque não existem diferenças significativas entre 
os neonatos nascidos de organismos parentais expostos às diferentes 
concentrações dos fármacos e os que nasceram no controlo (F[5;22]=2,325; 
P=0,0772 e F[5;22]=2,569; P=0,0563 para a taxa de filtração e ingestão para 
neostigmina respectivamente e F[5;24]=1,136; P=0,3688; F[5;24]= 1,099; P=0,3865 
para a taxa de filtração e ingestão para piridostigmina respectivamente). Pelo 
contrário, comparando para cada concentração de ambos os fármacos, através de 
t-testes, dos parâmetros analisados no comportamento alimentar entre os ensaios 
de exposição e de recuperação verifica-se que, para todos eles, excepto nos 
controlos, existem diferenças significativas (P<0,05). Estes resultados sugerem que 
estes compostos não apresentam efeitos ao nível da oogénese e embriogénese de 
neonatos. 
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 Para as taxas de filtração e de ingestão foi ainda calculado o EC50 - 5 h, 
tabela III.  
 Tabela III: Valores de EC50 (µg L-1) e dos intervalos de confiança (entre parênteses 95% 
probabilidade) obtidos para D. magna às 48 horas de exposição a neostigmina e a piridostigmina. 
 
 
 
 
 
 
 Através da análise desta tabela podemos verificar que, tal como tinha 
sucedido para com os resultados da imobilização e contrariamente aos resultados 
da inibição da actividade enzimática, a piridostigmina apresenta uma maior 
toxicidade ao nível da alimentação de D. magna, comparativamente à neostigmina.   
 Na literatura existem relatos de estudos que avaliaram as taxas de 
alimentação de Daphnia spp. exposta a compostos com uma acção ao nível da 
inibição da colinesterase, para organofosforados como diazinon (EC50 - 5 h = 0,47 
mg L-1) e metil-paratião (EC50 - 5 h = 0,08 ng L-1), organoclorados como o 
endosulfão (EC50 - 5 h = 0,44 mg L-1) (Fernández-Casalderrey et al., 1994) e  nitrilos 
como diclobenil (EC50 - 4 h = 1 mg L-1) (Kersting, 1981). Comparativamente a estes 
estudos podemos verificar que apenas o metil-paratião (Fernández-Casalderrey et 
al., 1994) é mais tóxico que os dois fármacos testados na alimentação de Daphnia 
spp.  
 Comparativamente aos dados obtidos para a inibição da actividade 
colinesterásica, estes resultados demonstram um aumento da sensibilidade 
relativamente à piridostigmina e uma diminuição relativamente à neostigmina. No 
entanto sugerem que o comportamento alimentar poderá ser condicionado pela 
inibição das colinesterases e consequente comprometimento da transmissão 
nervosa, facto este comprovado após a avaliação da actividade colinesterásica, cuja 
inibição foi acompanhada de um decréscimo significativo no comportamento 
alimentar. 
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 3.5. Ensaios crónicos 
 De modo a se ter uma percepção dos possíveis impactos que a neostigmina 
e a piridostigmina possam apresentar nas populações naturais e estabelecer uma 
ponte com os resultados obtidos nas secções anteriores, ao nível da inibição 
enzimática e do comportamento alimentar, foi avaliada a toxicidade crónica destes 
compostos na reprodução de D. magna.  
 Na tabela IV estão sumariados os valores dos parâmetros estatísticos 
obtidos nos ensaios crónicos de D. magna. 
 
Tabela IV: Parâmetros estatísticos com respectivos valores de NOEC e LOEC (µg L-1) 
obtidos para D. magna nos ensaios crónicos com neostigmina e piridostigmina (gl = graus de 
liberdade). 
  
 Nesta discussão serão apenas analisados os parâmetros que mostram 
diferenças significativas relativamente aos controlos. Os ensaios crónicos 
obedeceram aos critérios de validação estabelecidos no protocolo seguido (OCDE, 
1998).  
 Na figura 7 estão representados os resultados relativos à fecundidade de D. 
magna nos ensaios crónicos para os dois fármacos em estudo e para as diferentes 
concentrações sub-letais testadas. 
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 Figura 7: Fecundidade de D. magna sob exposição crónica a diferentes concentrações sub-
letais de: A) neostigmina (apenas até à terceira ninhada); B) piridostigmina; as barras 
correspondem a n = 10, as barras indicam o valor do desvio padrão e os asteriscos representam 
diferenças significativas (P<0,05) relativamente ao controlo. 
  
 Com a análise destes gráficos podemos verificar diferenças significativas 
relativamente ao controlo, tanto para a neostigmina como para a piridostigmina. 
Como se pode consultar na tabela IV, para a neostigmina foi obtido um NOEC de 
31,45 µg L-1 e um LOEC de 41,93 µg L-1, para a piridostigmina foram obtidos os 
valores de 5,70 µg L-1 e 11,40 µg L-1 respectivamente. Enquanto nos dados de 
comportamento alimentar se verificou uma inibição significativa para todas as 
concentrações, na fecundidade não foi observado para nenhuma das concentrações 
testadas. Isto poderá indicar que apesar de haver uma diminuição da ingestão de 
algas, estas sejam nutricionalmente adequadas para manutenção das actividades 
reprodutoras normais, até certo ponto. 
 Podemos também verificar que esta diminuição é visível e gradual desde a 
primeira concentração sub-letal testada, 2,62 e 1,45 µg L-1 neostigmina e para a 
piridostigmina respectivamente, apesar de não se ter observado significância 
estatística. Esta diminuição pode estar relacionada com uma diminuição 
significativa das taxas de ingestão e de filtração dos neonatos, avaliada 
anteriormente dado que são parâmetros que se sabem condicionam a reprodução 
(Lampert, 1988). Aliás está descrito que estes organismos podem adaptar a suas 
estratégias reprodutivas em torno da disponibilidade de alimento (Threlkeld, 
1987), sendo que em alturas de escassez, os dafnídeos produzem menor 
descendência em favorecimento do tamanho dos neonatos (Tessier e Consolatti, 
1991; Guisande e Gliwicz, 1992; Ebert, 1993; McKee e Ebert, 1996). No entanto 
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apenas para a concentração de 41,93 µg L-1 na exposição a neostigmina foi 
observado um aumento significativo do tamanho dos neonatos da primeira 
reprodução (figura 8).  
 Figura 8: Tamanho dos neonatos obtidos na primeira ninhada de D. magna sob exposição 
crónica a diferentes concentrações sub-letais: A) neostigmina; B) piridostigmina; as barras 
correspondem a n = 10, as barras indicam o valor do desvio padrão e os asteriscos representam 
diferenças significativas (P<0,05) relativamente ao controlo. 
 
 Estudos anteriores mostraram que a neostigmina exibia efeitos ao nível da 
fecundidade em concentrações acima de 15 µg L-1 (Zobov et al., 2005), sendo que 
neste estudo, não se registaram efeitos significativos sob estas concentrações. Esta 
diferença poderá ser essencialmente devida aos protocolos usados para o ensaio 
crónico [OCDE (1998) neste estudo e ASTM (1997) no estudo de Zobov et al. 
(2005)]. 
 Pela análise das fecundidades por ninhada, para neostigmina (figura 9) e 
piridostigmina (figura 10), é possível verificar que as diferenças observadas ao 
nível da fecundidade (figura 7) são maioritariamente devidas a uma diminuição da 
fecundidade em todas as ninhadas para a neostigmina, enquanto que para a 
piridostigmina foi mais evidente na terceira e quarta ninhadas. Contudo, as 
diferenças significativas para a neostigmina foram pontuais e relativamente à 
piridostigmina foi possível verificar que as diferenças observadas se concentram 
nas concentrações sub-letais mais altas testadas, evidenciando uma resposta dos 
organismos à exposição ao fármaco. 
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 Figura 9: Fecundidade registada para as diferentes ninhadas: A) 1ª; B) 2ª; C) 3ª; D) 4ª; de D. 
magna sob exposição crónica a diferentes concentrações sub-letais de neostigmina; as barras 
correspondem a n = 10, as barras indicam o valor do desvio padrão e os asteriscos representam 
diferenças significativas (P<0,05) relativamente ao controlo. 
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 Figura 10: Fecundidade registada para as diferentes ninhadas: A) 1ª; B) 2ª; C) 3ª; D) 4ª; 
de D. magna sob exposição a diferentes concentrações sub-letais de piridostigmina; as barras 
correspondem a n = 10, as barras indicam o valor do desvio padrão e os asteriscos representam 
diferenças significativas (P<0,05) relativamente ao controlo. 
  
 Outro facto interessante dos resultados obtidos relativamente à 
piridostigmina, reside na observação de que para as primeiras duas ninhadas o seu 
LOEC > 22,80 µg L-1, por ser superior às concentrações testadas, no entanto para a 
terceira ninhada foi obtido um LOEC de 22,80 µg L-1 e para a quarta de 17,10 µg L-1. 
Estes resultados sugerem um aumento de toxicidade do composto, à medida que D. 
magna obtém as ninhadas. Uma explicação possível residiria caso de a 
piridostigmina fosse passível de ser bioacumulada nos tecidos de D. magna. No 
entanto esta é altamente hidrossolúvel (Budavari et al., 1989; Gennaro, 1990) 
sendo improvável que seja um composto passível de ser bioacumulado. É possível, 
contudo que a exposição à piridostigmina leve a uma acumulação de um outro 
composto, esse sim que em conjunto com a piridostigmina afectam de forma 
progressiva a obtenção das ninhadas.   
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 Posteriormente foi avaliada a taxa de crescimento intrínseca (r), figura 11, 
que combina os efeitos ao nível da reprodução e da mortalidade dos organismos 
parentais durante os 21 dias de duração do ensaio. 
 Figura 11: Taxa de crescimento intrínseca de D. magna sob exposição crónica a 
concentrações sub-letais de: A) neostigmina; B) piridostigmina; as barras correspondem a n = 10, 
as barras indicam o valor do desvio padrão e os asteriscos representam diferenças significativas 
(P<0,05) relativamente ao controlo.  
 A análise deste parâmetro resulta do facto de integrar interacções 
complexas de parâmetros de história de vida e de permitir acautelar de forma mais 
relevante o impacto ecológico que estes fármacos possam apresentar para as 
populações de D. magna (Forbes e Calow, 1999). Foi possível observar a existência 
de diferenças significativas relativamente ao controlo para a neostigmina, sendo 
que para a piridostigmina essa situação já não acontece. É possível, no entanto 
verificar que existe uma diminuição da média deste parâmetro relativamente ao 
controlo para as duas concentrações sub-letais mais altas testadas, 17,10 e 22,80 
µg L-1. 
 Após se ter verificado que estes dois compostos afectam de forma 
significativa a fecundidade em D. magna, a diminuição da taxa de crescimento 
intrínseca era esperada, na medida em que ambos os parâmetros estão 
interligados. 
 A diminuição da taxa de crescimento intrínseca observada poderá ser 
devida a duas situações distintas. Por um lado, a uma diminuição do crescimento 
somático e da taxa de reprodução, pelo que é necessário mais tempo para a 
formação e libertação das ninhada. Sendo os organismos parentais mais pequenos 
em consequência, produzem menos ovos (Hanazato et al., 1998). A outra situação 
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consiste num normal crescimento, maturação e data à qual se dá a obtenção das 
ninhadas, mas o número de ovos e neonatos são em menor número (Trubetskova e 
Lampert, 2004). Estes dois efeitos podem contudo agir em conjunto, afectando o r 
de uma determinada população (Trubetskova e Lampert, 2004), que aliás é o que 
parece estar em evidência neste estudo, dado que a exposição aos fármacos afecta 
o crescimento somático (figura 11) e a fecundidade dos organismos parentais, sem 
no entanto influenciar a idade em que é produzida cada ninhada (anexos 4 e 5 para 
a neostigmina e piridostigmina respectivamente). Relativamente aos valores 
obtidos para o controlo, estes estão de acordo com o publicado na bibliografia 
(Trubetskova e Lampert, 2004). 
 Por fim foram avaliadas as taxas de crescimento somático dos organismos 
parentais, figura 12. 
 Figura 12: Taxa de crescimento somático de D. magna sob exposição crónica a diferentes 
concentrações sub-letais de: A) neostigmina; B) piridostigmina; as barras correspondem a n = 10, 
as barras indicam o valor do desvio padrão e os asteriscos representam diferenças significativas 
(P<0,05) relativamente ao controlo.  
 
 Pela análise dos gráficos anteriores podemos verificar que tanto a 
neostigmina como a piridostigmina afectam de forma significativa o crescimento 
dos organismos após 21 dias de exposição. Relativamente à exposição à 
piridostigmina (figura 12B) houve uma redução gradual do crescimento dos 
organismos para concentrações progressivamente superiores, tendo sido obtido 
um NOEC de 2,15 µg L-1 e um LOEC de 2,85 µg L-1. Embora para a neostigmina 
também se tenha verificado o estabelecimento de uma curva dose-resposta desde 
as primeiras concentrações não há um padrão de significância nas respostas 
Toxicidade de drogas anticolinesterásicas terapêuticas em Daphnia magna 
3. Resultados e discussão 
Rui Jorge Alves Rocha 
 Aveiro, 2011  
P
ág
in
a4
6
 
obtidas (figura 12A), tendo sido obtido um NOEC de 10,48 µg L-1 e um LOEC de 
20,97 µg L-1. Relativamente aos resultados dos organismos parentais expostos a 
neostigmina é possível verificar a existência de diferenças significativas 
relativamente ao controlo, a concentrações inferiores ao NOEC obtido, 10,48 µg L-1. 
No entanto é possível que isto se deva a situações pontuais, não sendo resultado 
directo da acção do fármaco em questão.  
 De uma maneira geral os ensaios crónicos demonstraram que os fármacos 
em estudo têm influência significativa ao nível da reprodução de D. magna, 
nomeadamente ao nível da fecundidade, do tamanho dos neonatos da primeira 
ninhada, das taxas de crescimento intrínsecas e das taxas de crescimento somático 
a concentrações relativamente baixas, na ordem dos µg L-1, sendo que existe na 
literatura um estudo (Zobov et al., 2005) que reporta para a neostigmina a 
existência de efeitos a concentrações inferiores às obtidas neste trabalho, 15 µg L-1. 
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4. Considerações finais/conclusões 
 
 Em resultado das actividades humanas várias toneladas de compostos são 
directa ou indirectamente libertadas no ambiente. De entre estes compostos, os 
fármacos estão a receber uma maior atenção da comunidade científica dada a sua 
ocorrência no ambiente aquático ser hoje em dia um facto adquirido (Daughton e 
Ternes, 1999). À medida que o consumo deste tipo de compostos aumenta aliado à 
introdução no mercado de novos fármacos poderão atingir-se valores no ambiente 
capazes de levar a alterações significativas das comunidades que directamente 
com estes contactam (Daughton e Ternes, 1999; Ginebreda et al., 2010). 
 A avaliação de risco de compostos no ambiente já é realizada desde os anos 
70, recorrendo a organismos que se sabem serem capazes de responder a 
diferentes graus de contaminação (Jonczyk e Gilron, 2005). Apesar de serem 
estudos realizados em laboratório sob condições óptimas, são um meio importante 
para a extrapolação indirecta dos efeitos que são passíveis de causar no ambiente.  
 D. magna, como já foi referido anteriormente, é um dos exemplos de 
organismos muito utilizados em ecotoxicologia aquática, existindo na literatura 
estudos descrevendo efeitos após exposições a diversos compostos. De entre o 
grupo dos compostos farmacêuticos, diazepam (Lilius et al., 1993; Calleja et al., 
1995), ibuprofeno (Knol 1995), propanolol (Lilius et al., 1993; Calleja et al., 1995) 
são exemplos de compostos em que foi avaliada a sua toxicidade em D. magna. 
Este estudo consistiu numa abordagem inicial para avaliar efeitos da 
neostigmina e piridostigmina a vários níveis de organização, nomeadamente ao 
sub-celular (com a determinação da actividade enzimática de colinesterases) e do 
indivíduo (com a avaliação das taxas de ingestão, filtração e da reprodução).  
Com este trabalho foi possível obter valores de EC50 - 48 h de cerca de 167,7 
µg L-1 para a neostigmina e de cerca de 91,3 µg L-1 para a piridostigmina. 
Relativamente ao ensaio de actividade enzimática foi determinado um IC50 - 48 h 
de < 2,62 e 4,5 µg L-1 para a neostigmina e piridostigmina respectivamente. Ao 
nível do comportamento alimentar os EC50 - 5 h foram para as taxas de filtração e 
de ingestão respectivamente 7,1 e 7,5 µg L-1 para neostigmina e < 1,45 µg L-1 para a 
piridostigmina. Foi possível também concluir que estes compostos, nas 
concentrações sub-letais testadas, não aparentam causar efeitos deletérios ao nível 
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da oogénese e da embriogénese. Relativamente aos ensaios crónicos de avaliação 
de efeitos ao nível da reprodução foi possível concluir que ao nível da fecundidade 
se obteve um LOEC de 41,93 e de 11,40 µg L-1 para a neostigmina e piridostigmina 
respectivamente. Relativamente ao tamanho dos neonatos da primeira ninhada foi 
obtido um LOEC de 41,93 µg L-1 para a neostigmina, ao nível das taxas de 
crescimento intrínsecas foi obtido um LOEC de 41,93 µg L-1 para a neostigmina 
sendo que para a piridostigmina se verificou uma diminuição deste parâmetro nas 
duas concentrações mais altas testadas (17,10 e 22,80 µg L-1). Por fim, ao nível do 
crescimento somático foi onde se obtiveram efeitos a menores concentrações, uma 
vez que os LOEC foram 20,97 e 2,85 µg L-1 para a neostigmina e piridostigmina 
respectivamente. 
Os resultados apresentados na secção anterior demonstraram que estes 
compostos são capazes de afectar o normal funcionamento dos parâmetros 
avaliados. Os resultados obtidos parecem apontar que exista uma interligação 
entre os diferentes parâmetros avaliados na medida em que o decréscimo 
significativo na actividade colinesterásica foi acompanhado por um decréscimo 
significativo do comportamento alimentar, sob a forma de taxas de ingestão e de 
filtração e este por sua vez foi acompanhado por um decréscimo significativo ao 
nível da fecundidade, no tamanho dos neonatos da primeira ninhada, das taxas de 
crescimento intrínsecas e do crescimento somático nos ensaios crónicos. Estes 
resultados sugerem que a inibição de uma enzima envolvida na cessação do 
impulso nervoso ao nível central e muscular, colinesterase, pode afectar o 
comportamento alimentar que por sua condiciona a condição dos organismos, com 
consequências ao nível populacional.  
Este trabalho foi desenvolvido expondo D. magna a concentrações baixas, 
na ordem dos µg L-1 de neostigmina e de pirodostigmina, o torna os resultados dos 
parâmetros avaliados ecologicamente relevantes. Na tabela V estão sumarizados os 
valores de EC50 e IC50 calculados com base nos resultados obtidos para os 
diferentes ensaios realizados com D. magna, para a neostigmina e piridostigmina. 
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Tabela V: Valores de EC50 e IC50 calculados a partir dos resultados dos diferentes ensaios 
realizados expondo neonatos de D. magna a diferentes concentrações de neostigmina e 
piridostigmina.  
 
 
Os dados acerca da presença de neostigmina e piridostigmina no ambiente 
são escassos. Existe apenas referência de um estudo, no qual foi avaliada a 
presença no rio Lee, no Reino Unido de um conjunto de fármacos, entre eles a 
piridostigmina - 0,22 µg L-1 (Richardson e Bowron, 1985). Assim, como se pode 
verificar na tabela V, relativamente à inibição da actividade colinesterásica e ao 
nível da reprodução de D. magna não é expectável que estes valores possam 
induzir efeitos deletérios significativos. No entanto, relativamente ao 
comportamento alimentar, pelo facto de se ter obtido um valor de EC50 - 5 h para as 
taxas de ingestão e de filtração de < 1,45 µg L-1, é possível e até provável que a 
exposição de D. magna a esses níveis ambientais de piridostigmina possa ser um 
risco para esses parâmetros.  
Outro factor a ter em conta, consiste no facto de os compostos não surgirem 
no em cenários reais de exposição de forma isolada, mas sim num conjunto de 
contaminantes (Escher et al., 2005). Tal como a neostigmina e a piridostigmina, 
inúmeros compostos como insecticidas organofosforados e carbamatos caso 
estejam presentes no ambiente poderão exercer efeitos potencialmente mais 
tóxicos para estes organismos. Assim, quando combinados, os compostos podem 
levar a uma acumulação de efeitos que podem ser fatais, apesar de 
individualmente não condicionarem aparentemente, a sobrevivência dos 
organismos. 
Assim é essencial aumentar o conhecimento sobre este tipo de compostos, 
com uma caracterização da presença/ausência destes compostos nos ecossistemas 
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ambientais e antecipar e estudar possíveis cenários de exposição real de maneira a 
se poder ter uma ideia do potencial perigo para as comunidades que vivem nos 
diferentes ecossistemas. 
Como perspectivas futuras seria interessante fazer a caracterização do 
potencial risco que estes compostos possam apresentar para outras espécies, 
assim como explorar de forma mais exaustiva certas respostas observadas, por 
exemplo procurar descobrir o porquê de a toxicidade da piridostigmina ser 
superior de ninhada para ninhada. 
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6. Anexos 
 Anexo 1: Constituição do meio MBL (Stein, 1973) utilizado na cultura de P. subcapitata 
utilizada na alimentação das culturas e ensaios com D. magna.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Anexo 2: Constituição do meio ASTM (ASTM, 1980; EPA, 1989) utilizado nas culturas e 
ensaios com D. magna. 
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 Anexo 3: Idade à maturação de D. magna sob exposição crónica a diferentes concentrações 
sub-letais de: A) neostigmina; B) piridostigmina; as barras correspondem à n = 10, as barras 
indicam o valor do desvio padrão e os asteriscos representam diferenças significativas (P<0,05) 
relativamente ao controlo. 
   
 Anexo 4: Idade de D. magna sob exposição a diferentes concentrações de neostigmina na 
obtenção das diferentes ninhadas: A) 1; B) 2; C) 3; D) 4; as barras correspondem a n = 10, as barras 
indicam o valor do desvio padrão e os asteriscos representam diferenças significativas (P<0,05) 
relativamente ao controlo.  
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 Anexo 5: Idade de D. magna sob exposição a diferentes concentrações de piridostigmina na 
obtenção das diferentes ninhadas: A) 1; B) 2; C) 3; D) 4; as barras correspondem a n = 10, as barras 
indicam o valor do desvio padrão e os asteriscos representam diferenças significativas (P<0,05) 
relativamente ao controlo. 
 
  
 
